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【背景及び 目的】C．g偬 硼 蜘 舵 の グル タ ミン酸生産 にお い て はTGA サ イクル

の α
一ketoglutarate（α 一KG ）分岐 の重要性が 報告され て い る。本研究で は2−

exoglutara しe　dehydr〔，gcnasc　complex （ODHC ）比 活性 に 焦点 を 当 て、
ODHC の サブユ ニ

ッ トの 1つ を コ ードす る odhA 遺伝f の 発ll「量 を人 為的に

調節可能な菌株 を構築 して、グル タ ミン 酸代謝 フ ラ ッ ク ス解析す る こ とを

団的 とした。【方法 及び 結果】IPTG 添加 に よ り誘導 「能な業現ベ ク タ
ー

pEGt を用い て、染色体上の odhA 遺伝 子に加 え てベ ク タ ー上で も発現 可能 な

odbU1 発現過剰株、04 鯛 遺伝 子か ら転写 さ れ た mRNA と相補す la
｝　untisense

RNA をペ クタ
ー

上で発現可能な od 制 発現抑制株を構築 し、ODIIC 比 活性 と

グル タ ミン 酸生産の柑関を観 察 した 。odhA 発現過剰株は IPIG 添加 に よ っ

て odhA タン パ ク質が過剰 に 発現 し、
’
IWccn40 添加 条件 下 で グル タ ミン 酸生

産量が半減 した。ODHC 比活性が高 く保たれ、α
・KG の 分岐か ら グル タ ミ

ン 酸生産 へ の代 謝フ ラッ ク ス が抑制 された。一方、edh ∠ 殕現抑制株で は

ODHG 比活性 を低下 させ ることによ っ て、グルタ ミン 酸生．産の誘 導を試 み

た 。1凹rG添加 に よる antisense 　RNA 発塊の みではグル タ ミン 酸生 産は誘導

され な か っ た が 、Tveen40 添加条件 ドでは親株に比 べ てグル タ ミン 酸生産

量が 増加 した。
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　CODmbtu ／te）．iu・m 　glutamicumは 、ビ オ チ ン 制 限や 脂肪酸エ ス テル 系界面活

性剤の 添加、ペ ニ シ リン 処埋 な どに よ っ て グル タ ミン 酸 を大量に 菌体 外に

生薤す る こ とが 知 られ て い る 。この菌 は ボ ス ホ エ ノール ビル ビン 酸カ ル ボ

キシ ラ
ーゼ （PPC 〕と ビル ビ ン 酸 カ ル ボ キ シ ラ ーゼ （PYC ）の 2つ の 補 充経

路 を有 して お り、PYG は ビ オチ ン を 補酵素 と して い る。ビオチン 制限下で

の グル タ ミン 酸ケ．産 にお け る この 2 つ の 補充経路 の 役割 を澗べ る ため、そ

れ ぞれ の 遺伝了を 欠 損 させ た 株 を作成 した 。PPc欠損株で は全 くグル タ ミ

ン 酸が生産 され な か っ た こ とか ら、ビオ チ ン 制限下で の グル タ ミン 酸生産

は完全 に PPC 経路に 依存 して い る 二 とが確 認 で き た。一方、渺σ欠損株で は

野生株 よ りやや多 い グル タ ミン 酸 の 生 産 が み られ た が 、培地中に 乳酸の 蓄

債が認 め られた 。オ キサ ロ 酢酸の 供 給 量 を 上 げる た め に PPC 経路 の 増強 を

試み た とこ ろ、乳酸 の 蓄積が 減 少し、グル タ ミン 酸収量 の 上 昇が 認め られ

た。IYc・グル コ
…

ス を用 い た フ ラ ッ ク ス解析か ら．　 PP〔：経路 の増強に よ る

補充経路の 強化 がビ オチン 制 限下 で の グル タ ミン 酸 の生産効率の 上昇 に 有

効で ある こ とが示 された．
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Xylitol　is　one 　ofnDn −s吐lgar 　s、、・eetcners 　apl ）roved 　fer　usc 　in　1〔エ〔，ds　and 　o 〔her

items，　in　many 　cou 【lrries ．　It　has　thc 　salne 　order 　of 　sweetn 巳ss　as 　sucrose

with 　fじwcr 　caLories　and 　no 　unplcasant 　altertas しe 、　 Ir　is　aLs 〔，　wcll −knowl’i　dlal
xT
’iito］　is　an 　anticarioge 【lic　s −

’eetener ．　 Thcsc 　pr〔｝perlies　make 　xylitol 　an

extl
』
eme ］y　use 丘hhbod 　ingr．edient，but　x ｝

・litol　is　abou し six しimesすhe　pricc　of

su 〔rose 、　Theretbrc，　 rr1｛cl’（♪bial　produ ⊂don 　of 　xylitol 　 using 　hetni⊂ellu ［osic

biomass　 su 匸h　 as　 agricu 且tu【
．
al　 residues，　 is　 attra ［tive 　 lbr　 reducing 　 thc

man1 ↓lacluring　cost 、．rhc　hemi 〔e］lulose　hvdroLyzatcs 　arc 　gcr匸cral ］）
・rLch 　in

D−xylose 　and 　L．arabinuse ．　 Att．h（，ugh 　a　lmrge　numbcr 　eil　micr
．
oorganisms

producing　x アhtol仕o 【rL　D−xybse 　have 　been 　studied 　and 　e 、
・aluare 〔1　their

xyli しol　produ⊂ tion，　thcre　are　lew　studies　on 　ml ⊂robial 　preducしiQ【l　ofxylitDl

I1−【」m 　L−arabinosc ，、Vc 　ha＞e　developed 　a　micreorganlsm 　l．haし ⊂an 　producc
xylilnl 　h．onl 　L−arabinose 　at　a　high　yield　by　trans 正brmirLg 　u　rlew 　syllthedc

palhway　h1匸o 　E・coli ・

〈 目的 〉 麹菌Asl）ergittus 　etvxcte は 広く産業 に 用い られて きた重要 な微生物 で

あ り、こ れ まで に 多 くの 知見が 得られ て きた。近年 で は、EST 解析、ゲノ

ム 解読
1〕
が完了 し、DNA マ イク ロ ア レイ に よる 大規模な遺伝 子発現情報 も

蓄積 しつ っ ある。これ らの 情報は 、メ タボ ロ ーム の 研究におい て も非常に

有用 で ある と期待 され る。今回は キ t’ピラ リ
ー

電気泳動質量分析 （CE −MS ）

に よ る王要代謝産物の
一

斉測定 を行い 、遺伝子 発現分析の 結果 と併せたメ

タ ボロ
ー

ム解析 を行 っ た。
〈 方法 お よび結 果〉

麹 菌！i．on ’ae　RIB4 （）株 をYPD 培地 で 3（1℃、22時問培養 した。得 られた菌体

か ら代謝物 質の 抽 出を行 い 、サ ン プル と した ．CE−MS で測 定した結果、ア

ミノ酸 を中心 とした主要代謝物質 が検出され た。また、CD 培地に植え替

え 、史に 8時間培 養し た もの に つ い て も同様の 測定 を行 い 、比較解析 を行 っ

た 。さ らに DNA オ リゴ マ イ ク ロ ア レ イ に よ る遺伝 子発現の 結果
2）

と併せ 、
炭 幸飢 餓の 影響を代謝 パ ス ご とに 解析 した。
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